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RESUMEN

Palacios Martinez Monika. Caracterizacidon del patron de secrecion de la
hormona luteinizante durante la fase latea del ciclo estral en la oveja
Pelibuey. (Asesor Dr. Antonio Porras Almeraya)

Para caracterizar el patron de secrecion de la hormona luteinizante durante la
fase litea del ciclo estral en la oveja Pelibuey, se emplearon 7 ovejas de raza
Pelibuey intactas con una edad promedio de 4.0 afios y un peso vivo promedio de
42,7 + 1.47 kg. El trabajo se llevd a cabo entre los meses de junio a agosto, en los
cuales los animales se encontraban en etapa reproductiva. La ciclicidad se confirné
por la detecciéon de celos mediante la introduccion de un macho entero con mandil,
dos veces por dia y por mediciones de progesterona (P) sanguinea dos veces por
semana en dias preestablecidos. Posteriormente el estro se sincronizd con el uso de
PGF2alfa aplicada por via intramuscular durante la fase latea previa, con la
finalidad de que al inicio del trabajo los animales se encontraran en la misma etapa
del ciclo estral; una vez realizado esto se detectaron celos 2 veces por dia,
considerandose el dia O del ciclo cuando la hembra se dejara montar por el macho
por primera vez. Para caracterizar los niveles plasmaticos de P durante el ciclo
estral, se tomd una muestra de sangre diariamente. El patron de secrecion de LH en
la mitad del diestro (9° dia del ciclo estral), se determiné por muestras sanguineas
tomadas cada 15 minutos durante 6 horas (ventana de LLH). Por ultimo se realizd la
deteccién de celos a partir del dia 17 (3 veces por dia) con la finalidad de conocerel
inicio del siguiente ciclo. Durante el ciclo estral la P subié a valores mayores a 1
ng/ml a partir del dia 4 del ciclo, llegando a su pico maximo aproximadamente en el
dia 14 y descendiendo a niveles menores de 1 ng/ml en los dias subsecuentes. Los
patrones de secrecidon de LH se evaluaron por el método de Martin et al (1983) y
Mermmam y Watcher (1982). Al analizar los datos de la concentracion de LH por el
método de Martin et al, (1983) se observé que el nivel basal de LH fue de 0.05
ng/ml, la frecuencia de 2 a 3 pulsos cada 6 horas y la amplitud de 0.21 ng/ml.
Mientras que por la metodologia de Meriam y Watcher (1982), la frecuencia fue de
1 pulso en el mismo periodo de tiempo, con un nivel basal de 0.06 ng/ml y una
amplitud de 0.70 ng/ml. Los resultados obtenidos por ambos métodos en las ovejas
Pelibuey sometidas a este estudio fueron muy similares a los encontrados en otras
razas ovinas, por lo que podrian ser una evidencia de que ¢l patron de secrecion de
LH durante el diestro para ovejas de pelo, es similar al de ovejas de lana.
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INTRODUCCION , ‘
Durame eI cxclo estral dc la oveja ocurren una sene de camblos en el aparato

kreproductor por e_]emplo el crecnmlento y Ia maduracnon fohcular la ovulacion, y

,en. parte por Ias hormonas g,onadotroplcas como la hormona

nucleos hlpotalamlcos (ténico y preovulatorio) que. 1ntegran el centro generador de

;,pulsos{_de GnRH, para posteriormente ser conducida hasta la hipéfisis a través del

“’sistema porta hipotalamico-hipofisiario (Guyton y Hall, 1997).

El centro ténico es el responsable de la secrecion basal de GnRH y durante la
fase lutea del ciclo estral presenta descargas agudas y ritmicas de corta duracién con
periodos de tiempo entre ellas, es decir, presenta un comportamiento pulsatil, ya que
los receptores de las células blanco se saturan y no responden, por lo que necesitan
un periodo de latencia para poder responder al siguiente estimulo (Moenter et al,
1992; Weiss et_al, 1992), presentandose una despolarizacion de las neuronas. Los
estudios de Levine et al, (1982), Clarke y Cummins (1982) han demostrado que los
pulsos de GnRH en las terminales nerviosas hipotalamicas, provocan la sintesis y
liberacion de FSH y LH también de manera pulsatil, con el objetivo de ayudar al
crecimiento y desarrollo de los foliculos ovaricos. Por otro lado el centro
preovulatorio es responsable de la secrecion continua de GnRH durante la fase

folicular, lo cual influye sobre la produccion de LH induciendo a la ovulacién.




Durante el clclo estral Ia pulsatlhdad de GnRH presenta dlversos cambios en

frecuencia, amplitud o en ambas' esto debldo a’ ]a mﬂuencna de los esteroides

N ’,.'(estradlol y progesterona) sobre el centro géhérador de pulsos (Clarke y Cummins,

1982; Moentener. et_al, 1992) los cuales tienen como objetivo principal la

ovulacion.

La influencia fisiolégica de estas hormonas depende de varios factores
incluyendo la duracién de secreciéon de la misma, su vida media, la densidad de
receptor y la afinidad hormona-receptor, lo cual determina finalmente la magnitud y

duracion de la accion de las hormonas dependientes (Senger, 1999).

La progesterona influye directamente sobre la frecuencia de los pulsos de
GnRH ejerciendo una retroalimentacién negativa en el centro generador de pulsos
del hipotialamo (centro ténico) ya que durante la fase litea se puede observar que la
frecuencia en la produccion de GnRH es baja, debido a los altos niveles de
progesterona circulantes, provocando por consiguiente una baja de frecuencia de LH
(1 pulso cada 3 a 4 horas) y su amplitud es alta dcbido a los niveles basales de
estradiol. Al final de esta fase, cuando se inicia la lutedlisis por la accion de la
prostaglandina F2alfa, los niveles plasmaticos de progesterona descienden
provocando que la frecuencia de los pulsos de GnRH y LH aumenten
progresivamente disminuyendo su amplitud (Baird et _al, 1975) lo cual permite la
maduracién folicular final (Goodman et al, 1982; McNatty et al, 1981; McNelly et
al, 1982).




El eslradlol aclua en: la fase lutca aumentando la amplitud de LH por medio

.de: retroahmentaclon neg,atlva en el centro preovulatorio ya que en dicha etapa sus

man y_Karsch 1980), y por el contrario en la fase

La mforrnacnon anteriormente descrita, se ha estudlado en ovejas de lana. En
éstas se ha caracterizado perfectamente el patron de secrec:on pulsanl de LH
durante el ciclo estral, observando una dlsmmumon en la frecuencna ‘de los pulsos
durante la fase litea, mientras que en la fase fohcular ocurre lo contrario (Hauger et

al, 1977). Sin embargo en ovejas de pelo no se ha caractenzado dicho fenémeno.

Se considera importante conocer el pa'trén‘ de secrecién de LH durante el
ciclo estral de ovejas Pelibuey, ya que podria servir como base de trabajos
posteriores, en los que se pretenda estudiar la secrecidn. pulsitii de LH en

situaciones diferentes a la condicion normal del animal.




HIPOTESIS

El patron de secrecion de LH-durante la fase litea en ovejas Pehbue\ es

'ovejas de lana durante Ia estacnon reproducuva

recion’ “de:la hormona luteinizante, durante la

_oveja Pe lt;ijéy.»




MATERIAL Y METODOS
LOCALIZACION o

El trabajo se llevd: a cabo en el Centro de Ensefanza, Prictica e

Investigacion en Prddu’éé"i;}n” y 'Salud ‘Animal (CEPIPSA) peijteneciente a-la
Facultad de Medicina _:V't;iéﬁﬁaﬁa y Zootecnia de la - Universidad Nacional
Autonoma de Méxicd, ukbiéédfd‘fenn el kilobmetro 28 de la Carretera Federal México-
* Cuernavaca, Topilejp,iDiStﬁio Federal. Su localizacion con base a las coordenadas
geograficas es: [9° 13’ de latitud Norte y 99° 8’ de longitud oeste, a una altura de
2800 msnm.  El -clima ‘de la region es de tipo C(W) b(ij), es decir, semifrio-
semihiimedo, con lluvias ‘en verano; presentando una precipitacion pluvial anual de

800-1200 mm y una temperatura media anual de 10° C (Garcia, 1981).

ANIMALES Y ALIMENTACION

Se utilizaron 15 ovejas de raza Pelibuey con una edad promedio de 4.0 afios y
un peso vivo promedio de 42.7 + 1.47 kg. Durante la fase de investigacion el
programa de alimentacion fue a base de paja de avena, concentrado, alfalfa, sales

minerales y agua ad libitum.

SELECCION DE LOS ANIMALES

Las ovejas se seleccionaron entre los meses de mayo a junio, ya que en este
periodo los animales se encuentran en etapa reproductiva. La confirmacién de la
ciclicidad se realizo en base a la observacién del comportamiento especifico de la
etapa  de estro introduciendo un macho entero con mandil dos veces por dia
(deteccién de calores), y se consider6 que una oveja ovulé cuando las
concentraciones de progesterona sanguinea fueron iguales o mayores a | ng/ml por
lo menos durante dos muestreos consecutivos (Rodriguez,1991). La obtencion de
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las muestras se hizo dos veces por semana en dias preestablecidos.

METODOLOGIA

. Se seleccionaron 7 ovejas y el estro se sincronizé durante la fase lutea por
medio de la inyeccidon intramuscular de 12.5 mg de prostaglandina F2alfa
(Lutalyse). El inicio del celo se determind mediante la observacion visual realizada
2 veces por dia considerandose el dia O del ciclo cuando la hembra se dejé montar
por el macho por primera vez. Los niveles plasmaticos de P durante el ciclo estral,
se caracterizaron al tomar una muestra de sangre diariamente. Mientras que para
determinar el patron de secrecion de LH en la mitad del diestro (9° dia del ciclo
estral), se tomaron muestras sanguineas cada 15 minutos durante 6 horas (ventana
de LH), posteriormente a partir del dia 17 se realizé la deteccidon de celos 3 veces
por dia con la finalidad de detectar el inicio del siguiente ciclo, lo cual marco el fin
del trabajo.

Todas las muestras de sangre se colectaron en tubos heparinizados, los cuales
se centrifugaron a 3500 r.p.m. durante 10 minutos para separar el plasma que fue
mantenido en congelacion (-20 grados centigrados) hasta su posterior analisis.

Las concentraciones de progesterona y LH, se determinaron en el Laboratorio de
Endocrinologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de Ia

Universidad Nacional Autéonoma de México.

Para medirla LH se empleo el radioinmunoanalisis heterdlogo de fase liquida
utilizando un volumen de 300 microlitros de plasma por cada muestra haciéndose
por duplicado. El primer anticuerpo usado fue anti-oLH-26 y como sistema de
separacion, el segundo anticuerpo utilizado fue anti-IgG de conejo, generade en
caballo. 6



El tiempo de incubacion fue de 120 horas a 4 grados centigrados. Caracteristicas

especificas de dilucion: Primer anticuerpo diluciéh‘de trabajo 1:25000 y dilucion:

final 1:250000. Segundo anticuerpo, dilucion de 1:80. 'La técnica utilizada para este
estudio, esta fundamentada en la validacién dglrsislema realizado por Perera (l996');'
El ensayo tuvo una sensibilidad de 0.03 ng/ml, con Jcoeﬁcientes de vanacion intra_'g‘« :
interensayo de 6.24 % y 2.45% respectivamente, para una dosis al 50 % (0.45 :
ng/ml); 11.53 % y 14.73 para una dosis al 20 % (4.77 ng/ml). Para medir los nivéle :
de progesterona, se empled un kit comercial calibrado con suero humano
(Progesterona DPC) por el cual se obtienen los datos en nanogramos con. una‘

sensibilidad de 0.02 ng/ml (Pulido et al, 1991).

Para caracterizar el patrén de secrecion de LH, se uso el método descrito por'
Martin et al. (1983), el cual es un método manual que considera principalmente la
altura para indicar la presencia de un pulso, ya que cataloga como un pulso los que
rebasan un trescientos el nivel basal, seguido por un decremento gradual progresivo

de las dos siguientes muestras.

La amplitud de cada pulso, se obtuvo de la diferencia entre el nivel basal y la

concentracion maxima en cada pulso.

El promedio de los cinco niveles mas bajos de LH presentados en cada

oveja, se consideré como el nivel basal de LH en cada individuo‘ ‘

Con la misma finalidad, se utilizé el programa Pulse Anahsns Prograln'

(PULSAR) (Merriam y Watcher 1982) y asi comparar ambas metodolog,las



Dicha melodolog,la es un aI;,ontmo computaruado,desarrollado para  ei

analisis * del patron de secrecnon de dnversas hormona» el cual pennne [

|dcnt|hcac|on de los pulsos




RESULTADOS

EI IOO % de Ias ovejas (n. ~7) sc encontraban en elapa reproductlva y

mamf‘estaron conducta estral durante 3 ocasiones consecutivas. La duracion del

,clclo fue de 18 3 3 dlas Fn Ias f';,uras I a 7 se muestran para cada oveja; las

traclones plasmaucas de progesterona durante el ciclo estral, en estas puede

bservarse que los niveles se van incrementando paulatinamente en los primeros 4
dlas del ciclo para posteriormente caer de manera abrupta al final de la fase litea.
La oveja 61, presentd un comportamiento diferente al resto del grupo, ya que el
incremento en los niveles de progesterona comenzo hasta el dia 8 del ciclo,
manteniéndose en sus niveles maximos hasta el dia 18 para disminuir

abruptamente.



FIGURAS { A 7: NIVELES PLASMATICOS DE PROGESTERONA (P) EN
OVEJAS PELIBUEY DURANTE EL CICLO ESTRAL
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El patrén de secrecion de LH se determind mediante la toma de muestras
sanguineas a intervalos de 15 minutos durante un periodo de 6 horas el dia 9 del
ciclo estral (fase litea). En las figuras 8 — 14 se muestra el patron de secrecion de
LH para cada oveja. Al utilizar la metodologia descrita por Martin et al. (1983) para
evaluar el patron de secrecion de LH, se observd que la concentracion basal de LH
en promedio fue de 0.05 ng/ml, la frecuencia de secreciéon de LH vario de 2 a 3

pulsos en un periodo de 6 horas, mientras que la amplitud de'los pulsos fue de 0.21
ng/ml. En tanto que al analizar la informacién por el programa PULSAR (Pulse
Analisis Program) la concentracion basal promedio fue de 0.06 ng/ml y la
frecuencia de los pulsos fue de 1 pulso en un periodo de 6 horas con una amplitud
promedio de 0.70 ng/ml. En los cuadros 1 y 2 se muestran los valores obtenidos de

LH por ambas metodologias para cada oveja.
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FIGURAS 8 A 14: PATRON DE SECRECION DE LH EL DiA 9 DEL
CICLO ESTRAL EN OVEJAS PELIBUEY

OVEJA 61
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CUADRO 1: CARACTERISTICAS DEL PATRON DE SECRECION DE LH

DURANTE LA

PELIBUEY POR EL METODO DE MARTIN ET AL, 1983.

FASE LUTEA DEL CICLO ESTRAL EN OVEJAS

AMPLITUD

NUMERO |{CONCENTRACION| NIVEL BASAL NUMERO DE
DE OVEJA | PROMEDIO DE LI DE LH PULSOS DE LH EN DE LOS
(ng/mi) (ng/ml) UN PERIODO DE | PULSOS DE
SEIS HORAS LH (ag/ml)
48 0,27 +0.01 0.17 2 0.62
61 0.17£0.02 0.03 3 03
03
0.2
63 0.26 + 0.04 0.03 2
e 030
i 1
66 0.08 £+ 0.01 0.03 0.11
> : 0.17
67 0.05 + 0.01 0.03 . 02
71 0131004 0.03 -
75 0.29t2.93 0.03 n I
PROMEDIO 1.17+0.02 005 0.21
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CUADRO 2: CARACTERISTICAS DEL. PATRON DE SECRECION DE LH

DURANTE LA FASE LUTEA DEL CICLO ESTRAL EN

OVEJAS

PELIBUEY POR EL METODO DE MERRIAM Y WATCHER, 1982.

NUMERO | CONCENTRACION | NIVEL BASAL | NUMERO DE | AMPLITUD DE :
DEOVEJA | PROMEDIO DE LH DE LN PULSOS DE LH | LOS PULSOS DE |
(ng/ml) (ng/ml) EN UN LH (ng'ml) |

PERIODO DE :

SEIS HORAS ;

48 0.27+0.01 0.07 [ ceT ;

61 0.17£0.02 0.03 1 0.3 i

63 0.26 + 0.04 0.03 1 0.85 :

66 0.08 + 0.0l 0.03 - - }

67 0.05 1 0.01 0.03 - - :

i

71 013+0.04 0.03 1 0.8) K

75 029293 0.03 - -
PROMEDIO 1.17 +0.02 0.06 1 0.70
|
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DISCUSION

Este estudio se llevd a cabo en el mes de julio; durante la estacion
reproductiva de los ovinos y se comprobd que estuvieran ciclando por medio de la
P sanguinea y presentacion de estro. En este trabajo 6 ovejas manifestaron conducta
estral a intervalos promedio de 18 + 3.3 dias, este valor es mayor del sefialado por

Cruz et al, (1994), quienes estimaron que la duracién de los ciclos estrales

correspondiente a las ovejas Pelibuey es de 17.8 + 0.9 dias en el 83.2 % de las
ovejas. Aunque encontraron ovejas con ciclos estrales de 20 a 24 dias. A excepcion
de las demas la oveja 61, presentd un intervalo entre ciclos de 26 dias y sus niveles
plasmaticos de progesterona fueron menores a 1 ng/ml hasta el dia 8 del ciclo, para
posteriormente mantenerse por arriba del mismo hasta el dia 18 cuando se origind

la caida abrupta de la misma (figura 2).

Por otra parte, los patrones de secrecion de progesterona correspondieron a
animales con actividad ovulatoria, es decir, los niveles de progesterona se
mantuvieron por debajo de 1 ng/ml durante los 3 primeros dias del ciclo (el dia O
corresponde al primer dia del estro) y a partir del dia 4 se incrementaron por amiba
del citado valor hasta llegar a su nivel maximo, finalizando con una disminuciéon
abrupta desde el dia 14 del ciclo. Este patron de cambios en la concentracion
plasmatica de progesterona durante el ciclo estral de la oveja es similar a lo

encontrado por otros autores como Hauger et al, (1977) y Karsch et al, (1979) ¥

son consecuencia de la actividad del cuerpo liteo.

La toma de muestras sanguineas para caracterizar el patron de secrecion de
LH se llevd a cabo durante la fase lutea de todos los animales (dia 9 del ciclo
estral).
19
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Mediante el método de Martin et al (1983) el nivel basal fue de 0.05 ng/ml,
valores por debajo a los reportados en diversos estudios por ejemplo Baird et al
(1975) indican que el nivel basal de LH es de 0.57 + 0.08 ng/ml durante la fase
litea en ovejas Finish Landrance X Merino con autotransplantes utero-ovaricos,
mientras que por el método de Merriam y Watcher (1982) este valor fue de 0.06 ng/
ml, valor similar a lo encontrado por el método de Martin et al (1983) en el presente

trabajo.

Las descargas episddicas de LH ocurrieron con una frecuencia de 2 a 3
pulsos de LH en 6 horas, aunque hubo 2 ovejas en las que no se detectd ningun
pulso de LH durante el periodo de muestreo probablemente porque sus niveles de
LH fueron muy bajos casi al igual que el nivel basal (metodologia descrita por

Martin et _al 1983). Estos hallazgos son similares a los encontrados en otros

trabajos, Goodman y Karsch (1980) encontraron que la frecuencia de secrecion de
LH durante la fase latea en ovejas de lana es de 1 pulso cada 3 a 4 horas, pero
difieren de los obtenidos en el presente trabajo por medio de la metodologia de
Merriam y Watcher (1982), ya que en estos se encontrd 1 pulso promedio cada 6
horas. En la actualidad se conoce que la frecuencia de secrecion de LH disminuye
durante la fase liatea a causa de los niveles altos de progesterona, ya que esta inhibe
la frecuencia de la secrecion de GnRH a nivel del centro generador de pulsos del
hipotalamo ejerciendo una retroalimentacion negativa y por consiguiente la
secrecion episédica de LH (Goodman, 1980)

Por otra parte la amplitud promedio de los pulsos de LH fue de 0.21 ng/mi
(método de Martin et al, 1983) y de 0.70 ng/ml (método de Merriam y Watcher,

1982), valores por debajo a lo encontrado por Skinner et al (1995) ellos
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encontraron que la amplitud de los pulsos de LH en ovejas Ile de Fram:s
ovariectomizadas y tratadas con dispositivos intravaginales “con’ proge:terona s
estradiol (CIDR) fue de 0.9 ng/ml. '

Como se ha descrito anteriormente los animales empleados en alguncs
estudios fueron hembras ovariectomizadas a las cuales se les aplicaban distintes
tratamientos hormonales con el fin de simular la funcién natural de las hormonas
implicadas en la secrecion de LH y asi detectar el comportamiento de la hormon:
luteinizante. Por el contrario en este trabajo se emplearon ovejas intactas, las cuales
mostraron un patrén de secrecion similar al de ovejas de lana ovariectomizadas -
tratadas con progesterona, ya que su presencia influyé en la secrecion de LH a:

manera similar en ambos casos disminuyendo los niveles de hormona luteinizante.

Es necesario seitalar que las dos metodologias que se utilizaron para estima
las caracteristicas del patron de secrecion de LH mostraron cierta diferencia entre s
en la identificacion de los pulsos encontrados (Cuadro 1 y 2) ya que por &

método de Martin et al, (1983) se estima un mayor nimero de pulsos &

comparacion del método descrito por Merriam y Watcher (1982).

Aunque anteriormente se han descrito varias metodologias para caracteriza
el patrén de secrecion hormonal se consideréo que los métodos empleados en e
presente trabajo permiten una identificacion mas simple de la pulsaulida:
hormonal, y los datos obtenidos podrian servir como base a estudios posteriores cor
ovejas de pelo ovariectomizadas con o sin implantes hormonales, con el fin &

caracterizar el patron de secrecion de LH en animales con estado fisiologico
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diferente al normal.

El patron de secrecion de LH ha sido estudiado ampliamente diversas
especies incluyendo los ovinos lana, y se conoce que dicha secrecion de LH se
caracteriza por descargas episddicas que son controladas por descargas paulatinas
de GnRH (Levine et _al, 1982), (Clarke y Cummins,1982). Es de suponerse que lo

mismo aplica en razas ovinas de pelo, como las que existen en México, pero hasta

la fecha no existen estudios que justifiquen dicha afirmacion.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos por ambos métodos en las ovejas Pelibuer
sometidas a este estudio fueron similares a los observados anteriormente en ovejas
de lana, es decir, el patron de secrecion de la LH durante la fase lutea es
caracterizado por la liberacion episodica de la hormona, presentando una frecuenciz
de entre 1 a 3 pulsos cada 6 horas, con una amplitud ubicada entre 0.2} a 0.7
ng/ml, por lo que se puede afirmar que los ovinos de pelo presentan un patrén a:

secrecion pulsatil de LH similar al de ovejas de lana.
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